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摘 要 为探讨镍胁迫下桡足类的分子响应机制，以安氏伪镖水蚤为研究对象，利用抑制性
消减杂交( suppression subtractive hybridization，SSH) 技术，构建了镍胁迫下安氏伪镖水蚤 SSH
cDNA文库，并随机挑取生长菌落 140 个克隆子，进行菌液 PCR 鉴定，计算文库重组率为
98. 6%，文库容量为 1． 12 × 106 cfu． 将重组子测序，经 BLAST 一致性搜索比对分析发现，有一
重组片段含有铁蛋白保守结构域，该片段大小为 859 bp，连续编码 170 个氨基酸残基，Gen-
Bank 登录号为 JK312601． 半定量 PCR 证实，镍胁迫 24 h 后，安氏伪镖水蚤中铁蛋白表达显著
上调． 本文库的成功构建及铁蛋白 cDNA 片段的获得为进一步研究镍胁迫下桡足类的分子响
应机制奠定了基础．
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Abstract: To study the molecular response mechanisms of copepod to nickel stress，a suppression
subtractive hybridization ( SSH) cDNA library of Pseudodiaptomous annandalei under nickel stress
was constructed by using SSH technique，and a total of 140 clones were randomly picked from the
growing colonies and identified by PCR． The recombinant rate of the library was 98． 6%，and the
volume of the library was 1． 12 × 106 cfu． After the recombinant plasmids were sequenced，a partial
cDNA fragment of ferritin was recognized based on BLAST searches in NCBI，with a size of 859 bp
and continuously encoding 170 amino acid residues． The semi-quantitative PCR results showed that
the ferritin cDNA under 24 h nickel stress was distinctly up-regulated． The successful construction
of the SSH library and the obtaining of ferritin cDNA fragment would supply basis for the further
study of the molecular response mechanisms of copepod to nickel stress．
Key words: nickel; Pseudodiaptomous annandalei; suppression subtractive hybridization ( SSH) ;
ferritin．
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用［9 － 12］． 研究表明，镍会在桡足类体内蓄积，并对其
繁殖力、抗氧化系统和神经系统产生影响［13 － 16］． 然
而，有关镍对桡足类分子水平的影响及桡足类的响
应机制的研究则相对缺乏． 本研究以安氏伪镖水蚤
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( Pseudodiaptomous annandalei) 为对象，利用抑制性







［水温( 18 ± 2) ℃，盐度 18 ～ 26］． 样品采集后充气
带回实验室驯养至少 3 d． 驯养海水为 0. 45 μm 微
孔滤膜过滤天然海水和蒸馏水混合配制而成，水温
18 ～ 25 ℃，盐度 20 ± 2，pH 7. 9 ～ 8. 3，溶解氧含量
6. 0 ～ 7. 9 mg·L －1，镍含量 3. 16 μg·L －1 ． 期间以球
等鞭金藻( Isochrysis galbana) 投喂． 试验开始前 24 h
停止投喂．
供试 RNA 提取试剂 Trizol 购自 Invitrogen 公司;
Super SMARTTM PCR cDNA Synthesis Kit、PCR-Se-
lectTM cDNA Subraction kit 和 AdvantageTM 2 PCR kit
均购自 Clontech 公司; Ex Taq DNA 聚合酶、dNTP、
DL-2000 Marker、pMD19-T 载 体 连 接 试 剂 盒 购 自
TaKaRa 公司; 2 × PCR Taq Mix 购自广州东盛生物
科技有限公司; 引物由上海生工生物工程有限公司
合成; 氯化镍( NiCl2·6H2 O) 与其他试剂为国产分
析纯．
1. 2 研究方法
1. 2. 1 试验设计 试验设对照组和试验组，分别于
5 L 玻璃培养缸中放入 4 L 配好的驯养海水，每组分
别放入 4000 只健康活泼的安氏伪镖水蚤． 试验组海
水中添加一定体积的氯化镍储备液( 以灭菌 Milli-Q
水配置，浓 度 为 1000 mg· L －1 ) ，使 其 终 浓 度 为
8. 86 mg·L －1 ( 24 h 半致死浓度的 50% ) ，以未添加
氯化镍的海水为对照组． 24 h 后，分别收集对照组
和试验组的安氏伪镖水蚤于 1. 5 mL 离心管，并迅速
投入液氮中，而后转移至 － 70 ℃冰箱保存备用．
1. 2. 2 抑制性差减杂交 cDNA 文库的构建 1) 按照
Trizol 操作手册提取安氏伪镖水蚤总 RNA，1. 5% 琼
脂糖凝胶电泳检测总 RNA 的完整性并利用 ND-
1000 超微量紫外分光光度计检测总 RNA 浓度． 2 )
按照 Super SMARTTM PCR cDNA Synthesis Kit 操作
手册，分别将处理组和对照组的总 RNA 合成 cDNA
第 1 链，并摸索最佳循环数以合成 cDNA 第 2 链． 3)
按照 PCR SelectTMcDNA Subtraction kit 操作手册，构
建镍胁迫下安氏伪镖水蚤 SSH cDNA 文库． 以镍处
理组 cDNA 为 Tester 组，对照组 cDNA 为 Driver 组，
将酶切后并接上接头的 Tester cDNA 与过量酶切后
的 Driver cDNA 进 行 两 次 差 减 杂 交． 以 差 减 后 的
cDNA为模板，未进行差减杂交的 Tester cDNA 为对
照模板，分别进行两次抑制性 PCR，产物进行 2% 琼
脂糖凝胶电泳分析． 4 ) 将差减组的 PCR 产物纯化
后与 pMD19-T 克隆载体连接，转化至大肠杆菌 DH
5α 感受态细胞中，涂布于氨苄青霉素抗性的 LB 平
板，37 ℃培养过夜．
1. 2. 3 SSH 文库的初步鉴定和分析 1 ) 随机挑取
140 个生长菌落，接种于 LB 平板中，37 ℃ 培养过
夜． 2) 使用 M13( － 47) 、M13( － 48) 引物和 2 × PCR




DNAssist 2. 2 软件进行分析和拼接，同时推导各基
因片段的氨基酸序列，获得该 SSH 文库的基因信息
库源． 利用 BLAST 工具( http: / /www． ncbi． nlm． nih．
gov /BLAST) 对已获得的信息库进行序列相似性检
索，以获得有价值的信息．
1. 2. 4 半定量 PCR 法验证铁蛋白基因表达差异
1) 根据 SSH 文库中获得的铁蛋白( ferritin) 基因的
cDNA 序 列 设 计 特 异 引 物． 上 游 引 物: 5'-ACCT-
GCGACTTCCTTGAGTCA-3'; 下 游 引 物: 5'-GTT-
GTTTTCCAATGGGCATG-3'． 扩 增 片 段 长 度 为
222 bp． 2) 以安氏伪镖水蚤 28 S 核糖体基因( 28 S
ribosomal gene，GenBank 登录号: JN561143 ) 作为内
参基因，合成 28 S 引物． 上游引物: 5'-TGATTCCCT-
TAGTAATGGCGA-3'; 下游引物: 5'-TCGTGAGAGAG-
GTCAGCACAA-3'． 扩增片段长度为 202 bp． 3) 半定
量 PCR 体系: 5 ng cDNA 模板，0. 38 μL dNTP mix
( 10 mmol·L －1 ) ，0. 63 U Ex Taq，2. 5 μL 10 × Ex
Taq buffer( Mg2 + plus) ，上下游引物各 25 pmol，总体
积25 μL． 4) PCR 产物进行 2% 琼脂糖凝胶电泳，分
析铁蛋白基因表达差异．
2 结果与分析
2. 1 抑制性差减杂交 cDNA 文库的建立
2. 1. 1 利用 SMART PCR 技 术 合 成 安 氏 伪 镖 水 蚤
cDNA 对照组和镍胁迫组总 RNA 浓度分别为 1. 05
和 1. 07 μg·μL －1，A260 /A280 分别为 1. 98 和 1. 94．
试验确定了 20 个循环为第 2 链 cDNA 合成的最佳
PCR 循环数． 差减后的cDNA和未差减的 Tester cDNA
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分别进行两次抑制性 PCR 后，产物电泳结果显示，
两者条带分布明显不同( 图 1) ．
2. 1. 2 SSH cDNA 文库的构建和初步鉴定 140 个
克隆子的菌落 PCR 部分结果如图 2 所示． 重组质粒
中插 入 片 段 大 小 500 bp 以 下 39 个，占 28. 3% ;
500 ～ 1000 bp 87 个，占 63. 0% ; 1000 bp 以上 12 个，
占 8. 7% ( 图 3) ． 根据生长菌落数及菌液 PCR 鉴定
结果 推 算 文 库 的 重 组 率 为 98. 6%，文 库 容 量 为
1. 12 × 106 cfu．
2. 2 铁蛋白基因部分 cDNA 序列分析
重组质粒送样测序后，发现有一重组片段为铁
蛋白 ( ferritin ) 部 分 cDNA ( 图 4 ) ，片 段 大 小 为
859 bp，编码区 510 bp，包含完整的 ORF 阅读框，连
续编码 170 个氨基酸残基，预测分子量为 19 KD，等
电点 5. 1． 3’端含一个多聚腺苷加尾信号 AATAAA
及24 bp Poly ( A ) 尾巴 ． 将安氏伪镖水蚤铁蛋白
图 1 镍胁迫下安氏伪镖水蚤中差减后的 cDNA 和未差减的
Tester cDNA 分别经两次抑制性 PCR 扩增后产物的电泳图谱
Fig． 1 Electrophoretogram of subtracted and unsubtracted
Tester cDNAs of Pseudodiaptomous annandalei amplified after
the second suppression PCR.
M: DL2000 marker; 1) 5 μL 差减后经二次抑制性 PCR 的 DNA Sub-
tracted Tester DNAs after the second suppression PCR; 2 ) 5 μL 未差减
经二次抑制性 PCR 的 Tester DNA Unsubtracted Tester DNAs after the
second suppression PCR.
图 2 镍胁迫下安氏伪镖水蚤抑制性消减杂交 cDNA 文库插入片段 PCR 鉴定的电泳图谱
Fig． 2 Identification of the inserted cDNA fragments in SSH cDNA library of Pseudodiaptomous annandalei under nickel stress by
PCR.
M: DL2000 marker; 其他泳道为重组质粒 PCR 鉴定的产物 The others were PCR products of recombinant plasmid identification.
图 3 镍胁迫下安氏伪镖水蚤抑制性消减杂交 cDNA 文库插
入片段大小的分布情况
Fig． 3 Size distribution percentages of inserted cDNA fragments
in SSH cDNA library of Pseudodiaptomous annandalei under
nickel stress.
cDNA 登录 dbEST 数据库，登录号为 JK312601．
BLASTn 搜索发现，安氏伪镖水蚤 ferritin 与其
他物种 ferritin 的核苷酸序列同源性都在 60% 以上，
其中同源性最高的 6 个序列为: 罗氏沼虾( Macro-
brachium rosenbergii，EU371046. 1) 、拟穴青蟹( Scylla
paramamosain，HM150719. 1) 、肩突硬蜱( Ixodes scap-
ularis，AY277906. 1) 、长角血蜱( Haemaphysalis longi-
cornis，AY277905. 1 ) 、青 岛 文 昌 鱼 ( Branchiostoma
belcheri tsingtaunese，AY277909. 1) 和加州海兔( Aply-
sia californica，HM163166. 1 ) ，其 同 源 性 分 别 为:
74%、74%、74%、73%、73% 和 71% ; 而推导的氨基
酸序列与其他物种的同源性也都在 58% 以上． 将安
57917 期 蒋洁兰等: 镍胁迫下安氏伪镖水蚤 SSH 文库的构建及铁蛋白 cDNA 的克隆与差异表达
氏伪 镖 水 蚤 与 其 他 物 种 的 ferritin 氨 基 酸 序 列 用
MEGA 5 进行比较分析( 图 5) ． Blastp 搜索结果得到
真核生物铁蛋白保守结构域 eukaryotic ferritins( NC-
BI 保守结构域数据库 CDD 登录号: ［cd01056］) ． 该
结构域包含铁蛋白的 3 个功能域: 亚铁氧化酶活性
中心，由 7 个氨基酸残基组成( Glu-24、Tyr-31、Glu-
58、Glu-59、His-62、Glu-104 和 Gln-138) ; 亲水基团中
心; 铁离子通道．
2. 3 铁蛋白基因转录水平差异显示分析
半定量 PCR 产物电泳结果如图 6 所示． 在对照
组和镍胁迫组中，内参 28s 核糖体基因亮度基本相
同，而铁蛋白基因在镍胁迫组中的亮度明显高于对
照组，表明镍胁迫 24 h 后安氏伪镖水蚤中 ferritin
mRNA水平上调明显．
图 4 安氏伪镖水蚤铁蛋白部分基因序列和预测的氨基酸序列
Fig． 4 Partial nucleotide and deduced amino acid sequences of Pseudodiaptomous annandalei ferritin.
阴影部分为氨基酸序列，下划线部分为多聚腺苷加尾信号，星号表示终止密码子，方框内为亚铁氧化酶活性中心的氨基酸残基，箭头标示的序
列为半定量 PCR 所用的上下游引物 The deduced amino acid sequence was shaded. Polyadenylation signal was underlined. The stop codon was marked
using asterisk. Amino acid residues of ferrioxidase center were boxed. Primers for semi-quantitative PCR were shown with ( 5'-3') arrows.
图 5 安氏伪镖水蚤与其他物种的铁蛋白氨基酸序列同源性分析
Fig． 5 Alignment of amino acid sequences of Pseudodiaptomous annandalei ferritin and other ferritins.
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图 6 半定量 PCR 分析铁蛋白基因在镍胁迫组和对照组安
氏伪镖水蚤 SMART PCR cDNA 中的差异表达
Fig． 6 Differential expression patterns of the ferritin gene
between nickel exposed group and unexposed group by semi-
quantitative PCR．
M: DL2000 marker; D: 对照组 Control group; T: 镍胁迫组 Nickel
exposed group. Ⅰ: 铁 蛋 白 基 因 ferritin; Ⅱ: 28 s 核 糖 体 基 因 28 s
rRNA．
3 讨 论








达基因的方法． 本研究利用 SSH 技术构建了镍胁迫
下安氏伪镖水蚤 cDNA 差减文库，并利用 SMARTTM
PCR 技术合成 cDNA，保证了合成的 cDNA 片段较
长( 图 3 ) ，其中包含许多全长 cDNA 序列，获得的
cDNA 量大，利于下一步差减杂交试验的操作，确保
成功构建高质量的 SSH cDNA 文库［17］． 文库插入片
段长度的鉴定分析试验( 图 2 ) 显示，文库中包含较
多较长的 cDNA 片段． 差减杂交后 Tester cDNA 与未
差减的 Tester cDNA 差异明显( 图 1) ，说明镍胁迫组
cDNA 与对照组 cDNA 成功进行差减扣除，由此构
建的文库将包含更多的差异表达基因． 推算文库总












兔、缢蛏的同源性分别达 71% 和 70%，与其他物种
的核苷酸序列同源性均在 60% 以上; 推导的氨基酸
序列与其他物种也都具有很高的同源性，甚至与哺
乳动 物 人、小 牛 的 序 列 同 源 性 也 分 别 达 61% 和
58% ． 这进一步确证了本文得到的安氏伪镖水蚤的
铁蛋白基因． 白霞等［19］研究微小牛蜱( Boophilus mi-
croplus) 铁蛋白基因、杜莉利等［20］研究可口革囊星
虫( Phascoloma esculenta) 铁蛋白基因和 Jin 等［21］研
究泥蚶( Tegillarca granosa) 铁蛋白基因均指出，铁蛋
白基因具有高度的保守性． 这与本研究结果一致，暗
示了铁蛋白可能在细胞内具有非常重要的功能．
铁蛋白基因编码 2 种类型亚基，即重链 H 亚基
( 氧化酶活性位点) 和轻链 L 亚基( 氧化酶非活性位
点) ． 本文获得的安氏伪镖水蚤铁蛋白蛋白序列上












白的表达． 对大鼠 ( Rattus norvegicus ) 注射 Zn2 + 或
Cd2 + 后，肝脏铁蛋白中储存的 Zn2 + 都有增加［24］． 中
国明 对 虾 ( Fenneropenaeus chinensis ) 在 25 μmol·
L －1Cu2 + 或 50 μmol·L －1 Zn2 + 的海水中浸泡时，72
h 内铁蛋白 mRNA 随着浸泡时间的增长而增加［25］ ．
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